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Il Glioblastoma (GBM), nonostante i migliori standard terapeutici, rimane una patologia a 
prognosi infausta. L’ipotesi delle Glioma Stem-like Cells (GSCs) prevede che, nella massa 
tumorale, sia presente una popolazione di cellule resistenti alla chemio e radioterapia e che 
tali cellule siano quindi le possibili responsabili della recidiva di malattia. Le GSCs, che 
possiedono caratteristiche comuni alle cellule staminali fisiologicamente presenti nel 
cervello adulto, sono cellule a lenta crescita, capaci di self-renewal, esprimono marker di 
staminalità, sono multipotenti e sono tumorigeniche quando vengono impiantate in vivo in 
modelli murini, formando lesioni istologicamente identiche a quelle originarie. 
Il relativo fallimento delle terapie ad oggi in uso ha portato a studiare nuove strategie dirette 
verso le GSCs e non soltanto verso le cellule a rapida divisione. Le terapie con virus 
oncolitici rappresentano, in questi termini, un approccio promettente. 
L’Herpes Simplex Virus di tipo 1 (HSV-1) è uno dei vettori più studiati e, nelle sue forme 
mutate, risulta sicuro ed efficace in vitro e in vivo. 
Questo studio dimostra come G47!, forma multimutata dell’HSV-1, sia in grado di 
infettare, replicarsi e uccidere le GSCs derivanti da linee primarie di GBM in vitro e in vivo 
sia in normossia, che in ipossia, condizione che, oltre ad essere comune in questo tumore, 
arricchisce la popolazione cellulare con caratteristiche stem-like. 
In questo progetto si descrive inoltre una nuova forma mutata di G47! denominata 
G47!Us11fluc, in cui il virus esprime luciferasi come gene late del ciclo di replicazione 
virale, offrendo una stima precisa del virus yield, nonchè un metodo di visualizzazione in 
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1.1 IL GLIOBLASTOMA 
 
La classificazione dei tumori del Sistema Nervoso Centrale, stilata nel 2007 dalla World 
Health Organization (WHO), distingue gli istotipi sulla base dei tipi cellulari che sono 
fisiologicamente presenti nel cervello. Per questa ragione, tra i tumori di natura neuro-
epiteliale, si descrivono i tumori astrocitari. La classificazione WHO fornisce anche dei 
criteri oggettivi per determinare il grado istologico delle lesioni stesse: grado I (lesioni a 
basso potenziale proliferativo), grado II (lesioni a basso potenziale proliferativo, ma con 
tendenza all’infiltrazione e con atipie citologiche), grado III (lesioni con evidenza di 
anaplasia e attività mitotica) e grado IV (lesioni con atipia nucleare, pleomorfismo cellulare, 
attività mitotica, proliferazione microvascolare e/o necrosi).1 
Nella letteratura internazionale il termine “glioma” è usato solo occasionalmente per 
indicare, in modo generico, tumori di natura gliale (astrocitomi, oligodendrogliomi, 
ependimomi e timori misti), mentre nella sua accezione più comune si riferisce 
esclusivamente ai tumori astrocitari.2 
Il tumore cerebrale più frequente e maligno è il Glioblastoma (GBM), che rappresenta il 12-
15% di tutte le neoplasie intracraniche e il 60-75% dei tumori astrocitari; si presenta con 
un’incidenza di 3-4 casi ogni 100.000 abitanti l’anno con un picco d’incidenza tra i 45 ed i 
75 anni e rapporto maschi:femmine di 1,26; il GBM può manifestarsi de novo, senza 
evidenze precedenti di malattia (GBM primario), oppure può derivare dalla lenta 
progressione di una lesione di grado inferiore precedentemente diagnosticata (GBM 
secondario).1 L’analisi mutazionale del genoma di numerosi casi di GBM ha dimostrato la 
presenza di mutazioni somatiche del gene per l’isocitrato deidrogenasi 1 (IDH1) nel 
sottogruppo GBM secondari rispetto ai GBM de novo.3 
La spettanza di vita per i pazienti affetti da GBM trattati con la terapia standard delineata 
dal protocollo Stupp, che comprende chirurgia quanto più radicale, chemioterapia con 
temozolomide e radioterapia, è in media di 14 mesi dalla diagnosi.4 
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Fattori che possono influenzare la risposta alle terapie sono l’età del paziente, la sede del 
tumore, il Karnofsky Performance Status, le caratteristiche radiologiche della lesione, 
l’ampiezza della resezione chirurgica, gli indici di proliferazione e lo stato di metilazione 
del promoter del gene per la metil-guanin-metil-transferasi (MGMT) e lo stato di IDH1/2.3-5 
In particolare, la presenza contemporanea della mutazione ad IDH1 e della metilazione di 
MGMT, hanno un valore predittivo sulla sopravvivenza migliore rispetto a quello che le due 
mutazioni hanno se analizzate singolarmente.6 È stato dimostrato inoltre che la mutazione di 
IDH1 rappresenta la base molecolare del cosiddetto “Glioma CpG island methylator 
phenotype” (G-CIMP) stabilendo un rimodellamento del metiloma e del trascrittoma, che 




1.2 LE GLIOMA STEM-LIKE CELLS 
 
L’ipotesi che delle cellule staminali tumorali possano essere le cellule responsabili della 
resistenza alle terapie e della conseguente recidiva dei tumori e’ stata verificata nelle 
neoplasie ematopoietiche, suggerendo che cloni neoplastici vengano originati 
esclusivamente da una rara frazione di cellule con caratteristiche di staminalità.8 
Le cellule gliali sono state ritenute per lungo tempo le uniche cellule in grado di replicarsi 
nel cervello umano adulto e le sole, quindi, ad essere potenzialmente suscettibili ad una 
trasformazione maligna; la scoperta della Neurogenesi adulta tuttavia, ha definito il 
concetto di Cellule Staminali Neurali (NSCs) capaci di replicazione e differenziazione, ed a 
descrivere le aree anatomiche in cui risiedono.9 
Nel cervello umano adulto le NSCs (multipotenti e capaci di self-renewal) ed i precursori 
neurali (cellule che producono progenie dirette verso la linea neuronale o gliale - e che sono 
capaci di self-renewal) sono state localizzate nella zona subventricolare dei ventricoli 
laterali (SVZ) e nello strato subgranulare del giro dentato dell’ippocampo (SGZ), anche se 
sono stati descritti fenomeni neurogenetici in sede corticale, nel corpo calloso, nella 
sostanza bianca periventricolre.9, 10 
Le GSCs come le le NSCs, possono attuare una proliferazione a lungo termine, 
differenziarsi in neuroni, astrociti e oligodendrociti, ma esistono anche alcune differenze: la 
proliferazione in vitro e in vivo delle GSCs è maggiore rispetto a quella delle NSCs, la loro 
crescita riesce ad essere indipendente da mitogeni esogeni, esprimono in modo aberrante 
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marker di superficie, possiedono anomalie cromosomiche e, una volta impiantate in vivo, 
sono in grado di formare tumori istologicamente identici a quella di partenza.11-13 
Secondo l’ipotesi delle GSCs, la loro definizione ed identificazione prevedono un approccio 
multimodale che comprende: 1. l’analisi della capacità di self-renewal; 2. l’analisi della 
capacità di differenziamento in tutti i lignaggi cellulari del SNC; 3. la ricerca di marcatori 
comuni con le cellule staminali adulte (ad esempio Nestina, CD133 ecc.); 4. la verifica della 
tumorigenicità quando impiantate in cervelli di topi NOD-SCID.12, 14 
Lo studio dei cosiddetti “marcatori di staminalità” ha portato alla scoperta di un sottogruppo 
di cellule tumorali che esprimono una proteina di membrana chiamata Prominina-1 
(CD133), già identificata come marker di cellule staminali ematopoietiche ed espressa 
anche in altri tumori solidi come l’adenocarcinoma della mammella, del colon, del 
polmone. Le cellule CD133+ sono più resistenti alla radioterapia, rispetto alla controparte 
CD133- sia in vitro che in vivo ed hanno un’aumentata espressione di geni anti-apoptotici.15, 
16 È stata anche descritta una possibile correlazione tra maggior espressione di CD133 e 
peggior outcome nei pazienti.14, 17-19 Lavori successivi hanno ridimensionato l’importanza 
di CD133 nell’identificazione delle cellule tumori inizianti, poichè esistono popolazioni di 
GSCs CD133- parimenti tumorigeniche e capaci di self-renewal; nonostante ciò, CD133 
rimane uno dei marker più usati nella caratterizzazione GSCs.20 
Il metodo universalmente riconosciuto per la valutazione funzionale di self-renewal e 
propagazione tumorale è proprio la capacità di propagare le GSCs in uno stato non 
differenziato in vitro e di verificarne la capacità tumorigenica una volta iniettate in vivo.4 
 
 
1.2.1 La nicchia ipossica 
 
Il concetto di nicchia in cui risiedono le cellule staminali - fisiologiche e tumorali - fa 
riferimento ad un compartimento anatomico definito che comprende componenti cellulate e 
acellulate che regolano la biologia delle cellule staminali stesse.21 La nicchia è costituita da 
un insieme di cellule, vasi sanguigni, glicoproteine e spazi tridimensionali che, assieme, 
formano un micro ambiente altamente specializzato in cui il contatto e la comunicazione tra 
queste componenti sono critici per il mantenimento della multipotenza e del self-renewal 
delle cellule staminali ivi contenute.22 
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La nicchia fisiologica in cui risiedono le NSCs è stata descritta anatomicamente partendo da 
cervelli murini adulti. Cellule ciliate ependimali delimitano la cavità ventricolare mentre la 
SVZ è popolata da NCSs multipotenti, chiamate cellule di tipo B, da cellule di tipo C, a 
rapido potenziale proliferativo, e da cellule di tipo A, i progenitori neurali. Le cellule di tipo 
B mantengono un contatto con il liquido cerebro-spinale della cavità ventricolare attraverso 
un processo ciliato e mantengono spesso un contatto con i vasi capillari, da cui il termine di 
nicchia perivascolare.23, 24 
Nel cervello umano la SVZ differisce da quella murina per il basso numero di cellule di tipo 
A, per l’assenza di cellule di tipo C, mentre è presente un denso strato di cellue B.25 
L’ossigeno gioca un ruolo fondamentale nel mantenimento dell’integrità di tali 
microambienti. I tessuti di un organismo, normalmente, non sono esposti alla pressione 
parziale di ossigeno (pO2) che è presente all’aria ambiente (21% oppure 160 mm Hg) 
perchè la pO2 nell’aria inspirata decresce progressivamente a partire dall’ingresso nei 
polmoni fino all’arrivo nei tessuti periferici.21 
Al raggiungimento dei tessuti, la pO2 scende al 2-9% (14-65 mm Hg) e, come da studi 
condotti su cervelli murini, la pO2 oscilla tra lo 0,55% nel mesencefalo, all’8% sulla 
superficie della corteccia. In cervelli umani si sono misurate le pressioni parziali di ossigeno 
alla superficie, 7-12 mm sotto alla dura madre con valori rilevati del 3% e del 4% a 22-27 
mm sotto alla dura madre.26 
É noto come i livelli di ossigeno nello sviluppo embrionale siano fisiologiamente bassi e 
che regolino aspetti chiave dello sviluppo della placenta, del sistema vascolare e osseo.27 É 
stato dimostrato come l’ossigeno sia in grado di regolare il destino in senso differenziativo 
o apoptotico di vari tipi di precursori neurali, dal momento che rappresenta una fonte di 
radicali liberi e che lo stress ossidativo induce l’apoptosi degli oligodendrociti e di altre 
cellule del sistema nervoso centrale.28 
Alla luce di queste considerazioni e vista l’anatomia della nicchia perivascolare, il ruolo 
dell’endotelio può essere pertanto duplice: 1. permette il rilascio di fattori solubili che 
regolano il self-renewal e 2. controlla la perfusione di ossigeno per stabilire lo stato di 
quiescenza o di attivazione delle NSCs.26, 29 
L’ipossia è in grado di mantenere uno stato indifferenziato e multipotente delle NSCs 
derivanti dalla cresta neurale in vitro, mentre colture in aria ambiente di NSCs inducono 
arresto mitotico dei precursori e una differenziazione in senso gliale.21 Pistollato et al. 
ipotizzarono che gli effetti di alte pressioni parziali di ossigeno sul ciclo cellulare possano 
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essere legate alla fosforilazione della proteina p53; tale fosforilazione sarebbe aumentata in 
condizioni di coltura al 21% di ossigeno, portando all’arresto del ciclo cellulare, ad una 
ridotta proliferazione ed a una differenziazione delle NSCs verso la linea gliale.30 
L’aumento della proliferazione delle NSCs è stimolato dall’ipossia attraverso diversi 
meccanismi, come ad esempio un aumento di espressione della ciclina D1. L’ipossia è 
anche in grado di influenzare la sopravvivenza e la proliferazione delle NSCs inibendo 
l’apoptosi.21 
Queste osservazioni riguardanti la neurogenesi fisiologica sono state fondamentali anche 
per lo studio delle GSCs (Fig. 1.2.1). Sebbene inizialmente le GSCs fossero state descritte 
prevalentemente in nicchie situate attorno ai vasi tumorali, recenti evidenze suggeriscono la 
presenza di nicchie distanti dai vasi, definite appunto nicchie ipossiche, adiacenti al margine 
necrotico delle lesioni e in cui le GSCs sono modulate, nella loro attività, da geni indotti 






Il microambiente ipossico presente nella massa tumorale è una conseguenza della rapida 
proliferazione cellulare a cui la vascolarizzazione neoformata non riesce a supplire. In 
questo modello, la presenza di GSCs perivasali potrebbe rappresentare il risultato del 
cosiddetto “angiogenic switch” il cui primo evento scatenante sarebbe proprio la presenza 
di ipossia.21 Le regioni con scarsa vascolarizzazione sono caratterizzate pertanto da ipossia 
severa, basso livello di pH e mancanza di nutrimenti; tali zone di necrosi sono frequenti in 
tumori solidi rapidamente proliferanti e l’ipossia è stata associata a resistenza ai trattamenti, 




Rappresentazione della nicchia ipossica nel GBM. La distanza critica dai vasi oltre la quale l’ipossia porta a necrosi 
tissutale in modelli di xenotrapianto in topi è di 150 µm. Lo schema rappresenta l’ipotesi secondo cui le GSCs 
potrebbero localizzarsi in aree ipossiche così come in aree perivascolari (Moyheldin et al., Cell Stem Cell, 2010. 
Reprinted by permission from ELSEVIER). 
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1.2.2 L’ipossia aumenta la componente staminale delle GSCs 
 
Come precedentemente descritto, le GSCs sono in grado di indurre in vivo tumori 
fenotipicamente identici a quelli originari, laddove cellule tumorali non staminali possono 
sopravvivere in xenotrapianti, ma non sono in grado di formare tumori.19 Le GSCs 
promuovono in larga misura l’angiogenesi tumorale secernendo elevati livelli di Vascular 
Endotelial Growth Factor (VEGF). Sebbene l’evento scatenante la secrezione di VEGF 
dalle GSCs non sia ancora stato determinato, è noto come l’ipossia sia un fattore regolatore 
per il già citato “angiogenic switch”, oltre che un regolatore fisiologico della biologia delle 
cellule staminali.33 
Le risposte cellulari all’ipossia sono regolate da una famiglia di fattori trascrizionali 
Hypoxia Inducible Factors (HIFs). I fattori HIFs sono degli eterodimeri costituiti da una 
componente sensibile all’ossigeno, la subunità " (HIF"), e da una componente 
costitutivamente espressa, HIF#. In condizioni di normossia, HIF" viene ubiquitinizzato dal 
prodotto del gene oncosopressore von Hippel-Lindau (vHL) e indirizzato verso una 
degradazione proteosomale; in ipossia l’interazione tra HIF" e la proteina vHL viene meno 
comportando una stabilizzazione di HIF", che dimerizza con HIF# e si lega agli elementi 
responsivi all’ipossia (Hypoxia-responsive elements, HRE) presso i promotori dei geni 
regolati dai bassi livelli di ossigeno. I geni trascritti in seguito all’effetto di HIF sono 
centinaia e modulano la sopravvivenza, la motilità, il metabolismo e l’angiogenesi. Si sono 
descritte due forme della proteina HIF", HIF1" e HIF2", altamente omologhe e che legano 
sequenze HRE simili.34 
Per identificare gli effetti delle molecole HIF sulla biologia delle GSCs sono stati condotti 
degli esperimenti in condizione di blocco dell’espressione di tali proteine in linee primarie 
di GBM attraverso l’ultilizzo di un sistema sh-RNA. Ottenuto il knockdown selettivo di 
HIF1" e HIF2", le cellule sono state mantenute in coltura verificando che erano incapaci di 
formare sfere anche dopo ripetuti passaggi. Sebbene una piccola percentuale di GSCs con il 
knockdown per HIF1" e HIF2" avesse mantenuto la capacità di formare sfere, queste 
risultavano essere significativamente più piccole rispetto al controllo. Queste ossevazioni 
portarono a concludere che HIF1" e HIF2" sono necessari per garantire la proliferazione e 
la sopravvivenza delle GSCs.35-37 
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Li et al. nel 2009 dimostrarono che in linee primare di GBM il trattamento delle cellule in 
ipossia induceva nella componente staminale rispetto a quella non staminale, una 
overespressione di Oct4, Glut1, SerpinB9 e VEGF.35 
Gli studi in vitro sull’inibizione di HIF condotti vennero poi traslati in vivo. Vennero 
impiantate cellule knockdown per HIF1" o HIF2" in cervelli di topi immunocompromessi 
verificando una significativa diminuzione nella formazione di tumori e un aumento nella 
sopravvivenza degli animali, rispetto ai controlli in cui le molecole HIF non erano state 
bloccate.35 
Altri studi dimostrarono contemporaneamente l’effetto dell’ipossia nell’aumento del self-
renewal e della proliferazione delle GSCs, verificando anche la correlazione di tipo 




1.3  LA TERAPIA CON VETTORI ONCOLITICI 
 
Sebbene il meccanismo della gliomagenesi non sia stato ancora chiarito, le attuali 
conoscenze propongono che la presenza di una gerarchia funzionale nei gliomi in cui le 
GSCs, mutate e a lenta crescita, rappresenti la chiave del fallimento delle terapie finora 
utilizzate e possa quindi spiegare almeno la causa della recidiva di malattia.38 La potente 
capacità tumorigenica delle GSCs, associata alla loro radioresistenza e chemoresistenza, 
suggerisce che esse possano contrubuire al mantenimento del tumore, alla sua recidiva e che 
diventi necessario indirizzare strategie terapeutiche verso tali cellule. Recenti studi hanno 
documentato lo stretto legame che intercorre tra ipossia e GSCs, dimostrando che l’ipossia 
arrichisce la lesione tumorale nella sua componente stem-like.35 La teoria che l’ipossia sia 
prevalente nei tumori umani venne postulata per la prima volta da Thomlinson e Gray ed è 
stata confermata da studi successivi, dimostrando poi che la stessa ipossia causi resistenza 
delle cellule tumorali verso la radioterapia e la chemioterapia.39 
Le radiazioni ionizzanti producono radicali liberi attorno al DNA e questi possono essere 
stabilizzati in speci aggiuntive di radicali liberi in presenza di ossigeno, o ridotti in 
componenti non tossiche da gruppi sulfidrilici in assenza di ossigeno. L’ipossia media la 
resistenza alla chemioterapia attraverso molteplici meccanismi: le cellule ipossiche sono 
distanti dai vasi sanguigni e rimangono pertanto lontane dall’esposizione ad agenti 
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somministrati sistemicamente; l’ipossia riduce il potenziale proliferativo delle cellule, che è 
un fattore critico per molti agenti chemoterapici; l’ipossia seleziona cellule che abbiano 
perso la sensibilità all’apoptosi mediata dalla proteina p53, meccanismo sfruttato per 
indurre morte cellulare da molti farmaci antitumorali; l’ipossia diminuisce la citotossicità di 
alcuni chemoterapici che agiscono, al pari di ciò che avviene con le radiazioni, provocando 
dei danni da radicali liberi sul DNA; l’ipossia aumenta la regolazione di geni coinvolti nella 
resistenza ai chemioterapici, come la glicoproteina P.39-42 
Oltre alla selezione operata dall’ipossia, le GSCs sono resistenti ad un’ampia varietà di 
agenti chemioterapici e possiedono l’abilità di riparare i danni provocati dalla terapia 
citotossica: GBM precedentemente trattati con chemioterapici dimostravano una maggiore 
espressione di CD133 rispetto a lesioni non trattate; la maggior espressione di CD133 è 
stata correlata alla maggior resistenza ai chemioterapici comunemente utilizzati, quali 
temozolomide (TMZ), carbonplatino, paclitaxel ed etoposide.38 Bao et al. hanno dimostrato 
che l’irradiazione in vivo di uno xenotrapianto di glioblastoma induce un aumento della 
popolazione CD133+ di 3-5 volte rispetto ai casi non irradiati; le popolazioni arricchite in 
CD133 risultavano essere maggiormente tumorigeniche in impianti seriali successivi: ciò 
appare consistente con l’ipotesi che le GSCs promuovano la radioresitenza attraverso 
l’attivazione del DNA damage response (DDR).16 
 
Visto il fallimento dei trattamenti standard per la terapia del GBM, sono state messe in atto 
nuove strategie terapeutiche e, una di queste è rappresentata dall’uso di virus oncolitici. 
 
L’uso di virus oncolitici wild type per provocare la morte di cellule tumorali era stato 
descritto da Southam già nel 1960, ma la tecnica venne abbandonata per ragioni di 
sicurezza.43 Con l’avvento della tecnologia ricombinante è diventato possibile modificare 
geneticamente il DNA di alcuni virus per aumentarne la sicurezza, rendendoli selettivi per 
le cellule tumorali e inefficaci verso le altre cellule dell’organismo. Il primo epserimento a 
riguardo è stato condotto, in un modello di GBM, da Martuza et al. nel 1991 
ingegnerizzando un Herpes Simplex Virus di tipo I (HSV-1).44 
La terapia genica per il cancro (sia essa suicide gene therapy o terapia oncolitica virale) 
prevede somministrazioni di virus che possono avvenire direttamente nella lesione, per via 
intravascolare o intracavitaria e hanno lo scopo di impedire la sopravvivenza e la crescita di 
cellule tumorali residue dopo chirurgia o altre terapie; i vettori oncolitici sono virus con una 
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capacità intrinseca - o ottenuta tramite manipolazione genica - di essere selettivi, nella loro 
attività litica, per le cellule tumorali, risparmiando le cellule sane.38 La creazione di virus 
che replicano esclusivamente nelle cellule in attiva divisione o che possiedono transgeni 
guidati da promotori specifici del tumore, conferisce una sempre maggiore selettività.43 
 
1.3.1 Herpes Simplex Virus di tipo I 
 
L’Herpes Simplex Virus è un virus capsulato, a doppia catena di DNA lineare con un 
genoma di 152 kb che codifica per più di 80 geni di cui circa la metà sono necessari per la 
replicazione; il genoma di HSV-1 è composto da un segmento di sequenze uniche lungo 
(UL) e da un segmento di sequenze uniche corto (US), entrambi affiancati da sequenze 






Per iniziare l’infezione il virus deve legarsi a specifici recettori presenti sulla superficie 
della membrana plasmatica (CD111) con conseguente fusione dell’envelope alla membrana 
stessa. All’interno del citoplasma della cellula, le proteine del tegumento vengono rilasciate 
ed il capside viene trasportato a livello del poro nucleare per consentire il rilascio del DNA 
virale all’interno del nucleo dove si verificano la trascrizione e la replicazione del DNA 
virale e l’assemblaggio di nuovi capsidi. Il DNA virale viene trascritto attraverso la RNA 
polimerasi della cellula ospite, ma sotto uno stretto controllo operato da proteine virali. I 
Figura 1.3.1 
Schema rappresentativo delle aree codificanti del genoma di HSV (Aghi and Martuza, Oncogene, 2005. Reprinted by 
permission from Macmillan Publishers Ltd). 
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geni virali vengono espressi seguendo una precisa cascata temporale che consiste di 3 fasi 
chimate ", # e $.43 I geni !, o immediate-early genes, sono espressi per primi e sono 
trascritti in assenza di sintesi de novo di proteine virali; servono ad attivare l’espressione dei 
geni ", detti anche delayed-early genes. La maggioranza dei prodotti dei geni " sono enzimi 
e DNA binding proteins necessarie per la replicazione del DNA virale. I geni #, o late 
genes, vengono trascritti dopo la replicazione del DNA virale e i loro prodotti sono 
coinvolti nell’assemblaggio della progenie virale che verrà quindi fornita di capside e uscirà 
dalla cellula inducendone la morte per lisi. Tra i prodotti dei geni !, si ricorda la proteina 
"47 (Infected Cell Protein 47, o ICP47) che inibisce il trasporto associato con la 
presentazione dell’antigene inducendo una ridotta espressione da parte dell’ospite di cellule 
MHC di classe I. Tra i prodotti genici " si annovera la ribonucleotide riduttasi virale (RR) e 
la timidina chinasi di tipo I del virus (HSV-TK). Tra i prodotti dei geni #, si ricorda la 
proteina $34.5, derivante dal gene #34.5, uno dei 3 geni presenti in duplicato nel genoma 
dell’HSV (assieme a ICP0 e LAT). $34.5 è una proteina di rilevante importanza per il ciclo 
virale: essa permette la replicazione del DNA virale anche in cellule non replicanti, come 
per esempio i neuroni in fase post mitotica, assumendo quindi un ruolo chiave nella 
neurovirulenza di HSV-1. $34.5 previene inoltre il blocco della sintesi proteica che le 
cellule ospiti infettate usano come meccanismo di difesa per inibire la replicazione virale. 
Infine $34.5 previene l’apoptosi che le cellule infettate cercano di mettere in atto prima 
dell’inizio della replicazione virale.45 
L’utilizzo di HSV-1 offre vantaggi rispetto ad altri vettori virali: il fatto di possedere circa 
30 kb non essenziali (di cui circa 15 kb rappresentati da sequenze ripetute) fa sì che possano 
essere sostituiti con geni non virali senza ridurre la capacità replicativa; il naturale 
neurotropismo di HSV-1 facilita il rilascio del virus per lesioni del sistema nervoso centrale; 
la sensibilità ad agenti antierpetici assicura un metodo per bloccare la replicazione virale 
laddove si rendesse necessario; il fatto che il genoma di HSV-1 non si integri mai con il 
genoma delle cellule ospiti e persista come episoma durante la latenza, assicura dal rischio 
di mutazioni inserzionali (che sono un problema nel caso dei retrovirus).43 La 
manipolazione genica di HSV-1, vista la grande dimensione del DNA virale, comporta delle 
difficoltà, la frequenza di pazienti che possiedono pre-esistente immunità verso HSV può 
ridurre l’efficacia del trattamento, la potenziale neurotossicità, intrinseca nell’HSV wilde 
type, rende il virus come un patogeno umano che può causare una encefalite fatale alla 
prima infezione o dopo riaccensione dell’infezione in presenza di virus latente.43 
 11 
 
1.3.2 Herpes Simplex Virus modificati geneticamente  
 
I virus alterano il fenotipo delle cellule infettate allo scopo di massimizzare la loro 
replicazione e sopravvivenza. I cambiamenti che avvengono nelle cellule infettate sono, a 
loro volta, molto simili a quelli che avvengono durante il processo di carcinogenesi (ad 
esempio l’inattivazione della proteina p53 o l’inibizione dell’apoptosi) e per questo non 
sorprende il fatto che molti virus crescano preferenzialmente in cellule tumorali o che virus 
ingegnerizzati geneticamente manifestino selettività per le cellule tumorali. La capacità dei 
virus usati per la terapia oncolitica di replicarsi esclusivamente nelle cellule tumorali è la 
definizione di selettività. Per raggiungere questo scopo, si sono usati virus che possiedono 
normalmente una specificità per le cellule tumorali (ad esempio i reovirus, il virus della 
stomatite vescicolare, il Newcastle disease Virus) o si sono praticate delle modificazioni 
geniche, come nel caso dell’Herpes Simplex Virus, o dell’Adenovirus, per guidare l’attività 
dei vettori rendendoli sicuri.46 
L’utilità dell’approccio genico con delezioni praticate sul DNA virale è stato dimostrato per 
la prima volta nell’HSV-1 da Martuza et al. nel 1991; era stata infatti creato un mutante con 
delezione della Timidina Kinasi rendendo il virus incapace di replicare in cellule normali, 
ma competente in replicazione e diffusione nelle cellule di GBM, risultando anche efficace 
nel prolungamento della sopravvienza quando iniettato in vivo in animali con tumore 
cerebrale.44 A causa della delezione, però, il virus risultava resistente alle terapie anti 
erpetiche, essendo, quindi, non sicuro. Per questa ragione sono state studiate mutazioni 
diverse che hanno portato alla creazione di nuovi mutanti utilizzati nella pratica clinica e 
nella ricerca di base. 
 
G207 
G207 è un virus oncolitico replicazione-competente derivante da HSV-1 wild type del 
ceppo F.47 È deleto per entrambe le coppie del gene #34.5 e presenta un’inserzione 
inattivante di LacZ di E. Coli nel segmento UL39 del gene che codifica per ICP6. Come 
descritto in precedenza, ICP6 codifica per la subunità maggiore della ribonucleotide 
riduttasi, enzima chiave nella sintesi del DNA virale in cellule che non siano in attiva 
replicazione. $34.5, è il maggiore fattore di neurovirulenza di HSV ed inibisce il blocco 
della sintesi delle proteine della cellula infettata. Questa seconda funzione di $34.5 rende 
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G207 leggermente meno efficiente nella replicazione rispetto ad HSV wild-type.48 È stato 
tuttavia dimostrato come la replicazione di G207 in linee immortalizzate di GBM (U87) 
venga aumentata dall’ipossia.39 
La doppia mutazione in G207 apporta diversi vantaggi, quali la bassissima probabilità di 
reversione verso una forma wild-type, una replicazione preferenziale in cellule tumorali, 
una attenuata neurovirulenza ed una ipersensitività all’acyclovir e gancyclovir.48 
G207 ha dimostrato efficacia e sicurezza negli studi in vivo su topi immunocompromessi 




G47! è un HSV replicazione-competente derivante da G207 con una delezione aggiuntiva 
del gene non essenziale !47. La delezione pone inoltre il gene late Us11 sotto il controllo 
del promotore immediate-early di !47; in questo modo, l’anticipata espressione della 
proteina Us11 rinforza la replicazione del mutante privo di #34.5 precludendo il blocco 
della sintesi delle proteine della cellula ospite.48 
L’infezione con HSV-1 causa una down regulation dell’espressione del complesso 
maggiore di istocompatibilità (MHC) di classe I sulla superficie cellule infettate attraverso 
il legame della proteina virale ICP47 al trasportatore associato alla presentazione 
dell’antigene, allo scopo di attenuare la risposta immunitaria. In G47!, dove la delezione 
del gene !47 porta alla mancata espressione della proteina ICP47, viene meno la down 
regulation di MHC di classe I con conseguente aumento della presentazione dell’antigene 
tumorale e della risposta immunitaria anti tumorale. G47! in vitro replica meglio di G207 
nelle linee cellulari umane di GBM (U87MG, U373MG), di neuroblastoma (SH-N-SH) e di 
neuroblastoma murino (Neuro2a); G47! è anche più efficace di G207 nell’inibire la crescita 
tumorale in vivo di xenotrapianti di U87MG in modelli murini.48, 50 
 
G47$BAC- G47$Us11fluc 
I virus oncolitici a replicazione condizionata sono promettenti agenti terapeutici per il 
cancro e possono essere vettori di transgeni inseriti nel loro genoma allo scopo di indurre 
determinati effetti antitumorali. Poichè le tecniche convenzionali di ricombianzione 
omologa per armare un vettore HSV oncolitico sono procedure lunghe e complesse, è stato 
introdotto un nuovo sistema di costruzione usando un cromosoma batterico artificiale 
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(Bacterical Artificial Chromosome, BAC) e due sistemi di ricombinazione, Cre/LoxP e 
FLPe/FRT; partendo da G47!, che come descritto presenta 3 mutazioni, il sistema ha 
permesso di inserire nel locus deleto ICP6 transgeni come la Green Fluorescent Protein 
(GFP) guidata da un promoter di Citomegalovirus (CMV); il Dr. H. Wakimoto ha 
ustilizzato la stessa procedura per inserire in G47! il gene per la luciferasi di lucciola 
(firefly luciferase, fluc) guidata dal promoter di Us11.51, 52 
 
 
1.3.3 La risposta della cellula all’infezione virale 
 
Molti virus devono superare il blocco della sintesi delle proteine che la cellula opera per 
limitare la loro replicazione e la diffusione. La strategia antivirale innata procede attraverso 
la detezione di double-stranded RNA virale (ds-RNA) nelle cellule infettate che attiva una 
protein chinasi inducibile dall’interferone ds-RNA dipendente chiamata PKR.53 PKR 
fosforila la subunità " della proteina eIF2 inattivandola favorendo quindi il blocco della 
sintesi delle proteine prima del completamento del ciclo vitale del virus. I virus hanno 
sviluppato dei meccanismi per inibire l’attivazione di PRK. Il virus dell’epatite C, per 
esempio, blocca direttamente l’attivazione di PKR; in HSV, invece, non inibisce 
l’attivazione di PKR ma ne blocca l’effetto in maniera indiretta. Il prodotto del gene #34.5 
(che possiede un’omologia, anche funzionale, con la proteina cellulare GADD34 nel suo 
termine carbossilico) funziona come subunità regolatoria della protein fosfatasi cellulare 1" 
(PP1") che ha come target la fosforilazione di eIF2". In questo modo P-eIF2", fosforilato 
senza blocchi diretti da PKR, viene defosforilato ad opera dell’attività delle proteine virali 
$34.5-PP1" togliendo l’inibizione alla sintesi delle proteine operato dalla cellula infettata 
come meccanismo di difesa.54 
Virus mutanti per $34.5, mostrano ridotta neurovirulenza verificata dopo somministrazione 
intracranica in topi, sono incapaci di completare il loro ciclo virale in diverse colture 
cellulari a causa dell’accumulo di eIF2" fosforilato (P-eIF2"); la replicazione virale si 
blocca dopo la iniziale sintesi di DNA a livello della produzione di mRNA della fase late 
($) la cui espressione è dipendente dalla replicazione del DNA, che si accumulano nelle 
cellule infettate con mutanti per $34.5 che non sono pertanto in grado di rimuovere la 
fosforilazione da eIF2"; a causa di questo blocco, i mutanti per $34.5 sono deficienti per le 
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funzioni di $34.5 e per la sintesi di proteine che sono codificate “a valle” di $34.5 ed uno di 
questi risulta essere Us11, il cui prodotto è una dsRNA binding protein, associata ai 
ribosomi. La proteina Us11 si associa fisicamente a PKR e previene l’attivazione di PKR in 
risposta al ds-RNA. Us11 può inoltre precludere il prematuro blocco della sitesi delle 
proteine.53 
Se PKR viene primariamente attivato dalla presenza di dsRNA, un’altra chinasi, chiamata 
PERK (PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase) localizzata nel reticolo endoplasmatico 
(ER), viene attivata dalla presenza di un eccesso di proteine nel reticolo endoplasmatico 
stesso. Essa agisce, parimenti a PKR, fosforilando eIF2" per bloccare la sintesi proteica: è 
una componente del cosiddetto Unfolded Proteins Response, risposta della cellula 














Schema rappresentante il meccanismo di ripristino della sintesi delle proteine da parte di HSV-1 dopo infezione della 
cellula ospite (modificato da Cheng et al., Journal of Virology, 2005). 
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Diversi lavori pubbliati in letteratura hanno dimostrato la presenza di cellule con carattere di 
staminalità nella eterogenea popolazione che compone il GBM e le indicano come le 
possibili cellule responsabili della resistenza alle terapie e della recidiva di malattia. Il 
GBM, a causa della rapida proliferazione cellulare non sincrona con una sufficiente 
neoangiogenesi, presenta diffuse aree di ipossia, capaci di arricchire la componente 
staminale delle GSCs e di aumentare, pertanto, la resistenza di tali cellule alle convenzionali 
terapie. 
Lo sviluppo di virus oncolitici rappresenta una promettente strategia per la terapia del 
GBM: in questo progetto si è verificata l’efficacia dell’Herpes Simplex Virus di tipo I 
multimutato G47! in linee primarie di GBM coltivate come sfere in GSCs in vitro in 
ipossia e verificando in vivo la capacità del virus di infettare e ucciere cellule in aree 























3.1 COLTURE CELLULARI 
 
Sono state utilizzate linee primarie di GBM precedentemente stabilite dal Dr. H. Wakimoto 
da campioni chirurgici di GBM primari presso il Brain Tumor Research Center, 
Massachusetts General Hospital, Harvard Medical School, Boston (MA): GBM4, GBM6, 
GBM8.50 Le cellule sono state coltivate in sfere in EF20 medium composto da Neurobasal 
medium (Invitrogen) con 3 mmol/l L-Glutamina (Mediatech), supplemento B27 -1x (Life 
Technologies), supplemento N2 - 0,5x, eparina 2 µg/ml (Sigma), EGF umano ricombinante 
20 ng/ml (R&D Systems), FGF2 umano ricombinante 20 ng/ml (Prepotech), complesso 
Penicillin G/Streptomicina solfato/ Amfotericina B – 0,5x (Mediatech). 
Ogni 3 giorni veniva aggiunto 1/3 di volume di medium fresco alle colture. I passaggi sono 
stati eseguiti attraverso dissociazione delle sfere usando il kit NeuroCult Chemical 
Dissociation (StemCell Technologies). 
Tutte le colture sono state condotte in condizioni di normossia (5% CO2, 21% O2, 74% N2) 
in un incubatore umidificato a 37°C o in ipossia (5% CO2, 1% O2, 94% N2) (Hera Cell, 






Sono stati usati Herpes Simplex Virus di tipo I replicazione competenti e multimutati la cui 
creazione era già stata descritta in precedenza: 
G47! (#34.5-ICP6-LacZ+!47-); G47!BAC deriva dalla ricombinazione omologa tra il DNA 
di G47! e il plasmide pBAC-ICP6EF e contiene un promoter del Citomegalovirus in ICP6 
che guida l’espressione della Green Fluorescent Protein (GFP) al posto di LacZ. 
G47!Us11fluc esprime il gene per la luciferasi di lucciola guidato dal promotore del gene 
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Us11 ed esprime LacZ ed è stato creato, presso il Brain Tumor Research Center, dal Dr. H. 




3.3 TITOLO VIRALE 
 
GBM4 e GBM8, dopo la dissociazione, sono state piantate in EF20 ad una densità di 2*104 
cellule per camera in piastre da 24 camere, infettate con G47! ad un Multiplicity Of 
Infection (MOI) di 1,5 e incubate in normossia od ipossia. Le cellule venivano raccolte 
assieme al supernatante a 12, 24, 48 ore dopo l’infezione, processate con 3 cicli di 
congelamento e scongelamento e sottoposte all’applicazione  di 30” di ultrasuoni. Il 
sovranatante, dopo centrifuga e separazione dal pellet di residui cellulari, veniva usato per 
determinare il titolo virale attraverso il plaque assay in Vero cells (American Type Culture 
Collection), colorazione Giemsa. Per GBM4 sono stati eseguiti esperimenti aggiuntivi: 
cellule piastrate una densità di 2*104 cellule per camera in piastre da 24 camere sono state 
incubate per un’ora in normossia e poi in ipossia (tempo d’ingresso del virus nelle cellule 
trascorso in normossia) e, lo stesso numero di cellule sono state preincubate per un’ora in 
ipossia, infettate e nuovamente incubate in ipossia (per verificare se il pre-trattamento in 
ipossia sia responsabile di variazioni nel livello di infezione). 
Per determinare il virus yield attraverso la quantificazione dell’attività della della luciferasi, 
dopo semina delle cellule in piastre da 96 pozzetti a 104 cellule in ogni pozzetto e infezione 
con G47!Us11fluc MOI 1, 0.33, 0.11 e mock, le piastre sono state incubate in normossia o 
ipossia per 24 ore e 48 ore; al termine di ogni intervallo di tempo, dopo somministrazione di 
luciferina 20mM, la quantità di luce emessa dalle cellule infettate veniva detettata con un 




3.4 LIMITING DILUTION ASSAY 
 
Sospensioni in singola cellula ottenute dopo la dissociazione di GBM4, GBM6 e GBM8 
sono state piantate in piastre da 96 camere in tre diluizioni (1000, 100 e 10 cellule per 
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millilitro) in 100 µl di EF20 medium. 100 µl di medium fresco veniva aggiunto a 7 giorni 
dalla semina e le sfere venivano contate quando raggiungevano un diametro di circa ~ 80-
100 µm. 
Limiting dilutions assay sono stati eseguiti anche con GSCs infettate. Dopo la 
dissociazione, sospensioni in singola cellula di GBM4 e GBM8 sono state infettate con 
G47! (MOI 0.2) o mock e incubate per un’ora a 37°C. L’inoculo veniva poi rimosso, le 
cellule piantate a differenti diluizioni come precedentemente descritto e incubate in 




3.5 CURVE DI CRESCITA CELLULARE 
 
Dopo dissociazione in singola cellula, 2*104 cellule di GBM4 e GBM8 sono state piantate 
in piastre da 24 camere e incubate in normossia o ipossia. Il numero di cellule è stato 
determinato 3 e 6 giorni usando un emocitometro dopo colorazione con trypan-blu. Dopo 
dissociazione, inoltre, cellule di GBM4 sono state piantate a densità di 1 cellula/µl in 4 ml 
(densità clonogenica), mantenute in coltura per 12 giorni in normossia ed ipossia e poi 





3.6 CELL KILLING ASSAY 
 
Dopo dissociazione in singola cellula, 2*104 cellule di GBM4 e GBM8 sono state piantate 
in piastre da 24 camere e incubate in normossia o ipossia per 12 ore. Sono poi state infettate 
con mock o con G47! ad un MOI di 0,2 e incubate nuovamente in normossia o in ipossia. Il 
numero di cellule vive è stato determinato 3 e 6 giorni usando un emocitometro dopo 





3.7 FLUORESCENCE ACTIVATED CELL SORTING (FACS) 
 
GBM4 e GBM8 cresciute in normossia e ipossia per 48 ore, sono state dissociate e incubate 
con un anticorpo anti-CD133 coniugato con allophycocianina (APC) (Miltenyi Biotec) 
seguendo il protocollo indicato dal produttore ed analizzate usando un fluorocitometro 
FACSCalibur (BD Biosciences). 
Un’ulteriore analisi FACS a 3 colori è stata eseguita con le GSCs testando l’espressione di 
CD133, l’infezione con G47!BAC e la morte cellulare. Le cellule sono state incubate per 
48 ore in ipossia allo scopo di indurre l’overespressione di CD133, infettate con G47!BAC 
ad un MOI di 1, raccolte 48 ore dopo l’infezione (incubazione avvenuta in ipossia) e trattate 
con anticorpi per CD133 APC-coniugato e 7AAD prima dell’analisi citometrica. 




3.8 PCR CON RETROTRASCRIZIONE 
 
Le cellule sono state incubate in ipossia e normossia per 24 e 48 ore, raccolte e sottoposte a 
trattamento con Triaziol (Invitrogen) per l’estrazione dell’RNA seguendo le istruzioni del 
produttore. 
Una volta ottenuto l’RNA, 5 µg di RNA totale veniva utilizzato allo scopo di effettuare la 
retrotrascrizione a cDNA usando lo SuperScript III First strand Syntesis System for RT-
PCR (Invitrogen) seguendo il protocollo indicato dal produttore. I prodotti di cDNA 
venivano quindi amplificati usando il kit HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) e 
sottoposti a 5’ a 95°C (iniziale attivazione della polimerasi), 15” a 94°C (denaturazione), 
10” a 55°C (annealing), 15” a 72°C (estensione), per 35 cicli seguiti da una estensione 
finale a 72°C per 15’. Il prodotto veniva quindi sottoposto ad elettroforesi su gel di agarosio 
al 3% in TBE. 
I primer usati contro la sequenza di CD133 sono stati: forward 5’- 
AGCCTTCATCCACAGATGCT-3’ e reverse 5’-GTGCATTT-CTCCA-CATTT-3’. I 
primers usati contro la sequenza di GAPDH sono stati: forward 5’-CTTCACCACCAT- 




3.9 WESTERN BLOT 
 
Dopo l’esposizione al trattamento stabilito nei diversi esperimenti, le cellule venivano 
lavate una volta con Phosphate Buffered Solution (PBS, Cellgro), risospese in RIPA Buffer 
(Boston BioProducts) con inibitore delle proteasi (Complete Mini, Roche), lisate in ghiaccio 
per 30 minuti e centrifugate per 10 minuti allo scopo di separare le membrane. La 
concentrazione delle proteine per ogni campione sono state determinate attraverso il 
Modified Bradford Assay (BioRad). 20 µg di proteine venivano separati in SDS-PAGE (a 
concentrazione di 7.5 o 12%), trasferite su membrana PVDF (BioRad) e incubate con i 
relativi anticorpi primari per 12 ore a 4°C. Le membrane venivano poi incubate con 
anticorpi secondari coniugati con perossidasi per 60 minuti a temperatura ambiente. Le 
proteine venivano poi visualizzate usando l’ECL Plus Western Blotting Detection System 
(General Electrics Health Care) su pellicole Kodak. 
Anticorpi primari: 1:500 monoclonale di coniglio anti CD133 (Cell Signaling); 1:1000 
monoclonale di topo anti SOX-2 (R&D Systems); 1:500 monoclonale di topo anti HIF-1" 
(BD Biosciences); 1:2000 monoclonale di topo anti Vinculina (Thermo Scientific). 





3.10 ESPERIMENTI IN VIVO 
 
Topi immunocompromessi NOD-SCID (~20 g di peso) sono stati trattati con impianto 
stereotassico nel nucleo striato destro di 2*105 cellule di GBM4 come già descritto da 
Wakimoto et al.50 Dopo 40 giorni gli animali sono iniettati intracranialmente con 2*106 pfu 
di G47!Us11fluc (in 300 µl) o con PBS (300 µl) con le stesse coordinate stereotassiche 
usate per l’impianto delle GSCs. Il giorno seguente all’iniezione del virus gli animali sono 
stati trattati con iniezione intraperitoneale di 60 mg/kg di Hypoxyprobe% (HP, 
pimonidazole HCL plus, hpi) e sacrificati un’ora dopo dopo. I cervelli dissezionati venivano 
inclusi in OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA), congelati a -80°C e succesivamente 
sezionati a 7 µm con criostato. 
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Tutte le procedure in vivo sono state approvate dal Subcommitee on Research Animal Care 






Sezioni dello spessore di 7 µm sono state fissate con paraformaldeide (PFA) al 4% ed 
acetone, lavate con PBS, bloccate con siero di capra al 10% per 30 minuti a temperatura 
ambiente e incubate con anticorpi anti Luciferasi FITC-marcati (capra, 1:500, Promega), 
anti Hypoxyprobe-1 (topo, 1:100, hp) e con corrispondenti anticorpi secondari marcati con 
Cy-3 (1:400 Jackson ImmunoResearch). I nuclei sono stati marcati con 4’,6-diamino-2-
phenylindolo (DAPI). Le immagini di fluorescenza sono state scattate in 4-6 campi scelti 
casualmente nelle sezioni. 
Sezioni fissate con PFA al 4% sono state colorate con ematossilina ed eosina per la 
visualizzazione della lesione tumorale e con 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-"-D-






I dati ottenuti sono stati paragonati usando il t-test (two tailed unpaired). Valori di p < 0,05 
sono stati considerati significativi. Le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando i 
















4.1 EFFETTO DELL’IPOSSIA SULLE GSCs 
 
 
4.1.1 Self-renewal e dimensione delle sfere di GSCs 
 
É noto che l’ipossia induca un aumento del self-renewal delle GSCs; per tale ragione era 
necessario verificare se le linee primarie di GBM utilizzate rispondessero allo stesso modo 
ai bassi livelli di ossigeno.59 A tal scopo, cellule di GBM4, GBM6 e GBM8 piantate a tre 
densità clonogeniche 1, 10, 100 cellule per pozzetto in 100 µl, sono state incubate al 21% e 
all’1% di O2 e nutrite a 7 giorni con EF20 medium fresco, fino a che le sfere formatesi 
avessero ottenuto un diametro compreso tra gli 80 e i 100 µm (dopo 12 giorni per GBM4, 
dopo 16 giorni per GBM6 e GBM8). La percentuale di cellule formanti sfere alle tre diverse 
diluizioni è risultata significativamente maggiore nelle cellule incubate in ipossia rispetto a 







La dimensione media delle sfere derivanti dalle cellule incubate in ipossia è risultata 
significativamente maggiore rispetto a quelle incubate in normossia: una media di 126 µm 
Figura 4.1 
Linee primarie di GBM danno origine a sfere nel limiting dilutions assay in misura maggiore quando incubate in 
normossia (barre bianche) che in ipossia (barre nere) in tutte le diluizioni e in tutte le tre linee testate. Le barre 
dell’errore rappresentano la deviazione standard. *: p<0.05; **: p<0.01 (Sgubin et al., Stem Cells Translational 
Medicine, 2012. Reprinted by permission from AlphaMed Press). 
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in normossia e 196 µm per GBM4 e 92 µm in normossia e 128 µm in ipossia per GBM8 












4.1.2 Crescita delle GSCs a densità clonogenica 
 
L’incubazione di GBM4 a densità clonogenica di 1 cellula/µl in 4 ml di EF20 per 12 giorni 
in normossia e ipossia e la conseguente conta con emocitometro dopo colorazione con 
tripan blue ha confermatto che la coltura in ipossia porta ad un aumento della crescita 
cellulare quando le cellule vengono piastrate a densità clonogenica (Figura 4.3 A). 
Di contro, quando le cellule venivano piantate a densità non clonogenica (40 cellule/µl) e 
contate a 3 e 6 giorni dalla semina, non era possibile verificare una altrettanto significativa 
differenza tra il numero di cellule contate nella piastra incubata in ipossia e quella incubata 












A. Immagini a contrasto di fase di sfere di GBM4 coltivate in normossia o ipossia (barra = 100 µm). B. La 
dimensione delle sfere di GBM4 e GBM8 coltivate in ipossia (barre nere) è maggiore in modo statisticamente 
significativo a quella delle sfere coltivate in normossia (barre bianche). Le barre dell’errore rappresentano la 
deviazione standard. **: p<0.01 (Sgubin et al., Stem Cells Translational Medicine, 2012. Reprinted by permission 
from AlphaMed Press). 
 
Grafico 4.3 
La densità delle cellule influisce sulla loro crescita in ipossia (barre nere) e normossia (barre bianche). A) cellule 
piantate a densità clonogenica crescono in numero statisticamente maggiore in ipossia che in normossia mentre B) 
cellule piantate a densità molto maggiore a quella clonogenica crescono in maniera equa in normossia e in ipossia. Le 
barre dell’errore rappresentano la deviazione standard. **: p<0.01 (Sgubin et al., Stem Cells Translational Medicine, 




4.1.3 Espressione di CD133 nelle GSCs 
 
Lavori pubblicati in letteratura descrivono come l’espressione di CD133 nelle GSCs 
aumenti in condizioni di ipossia. 35 37 36 
Per verificare l’aumento dell’espressione dell’mRNA di CD133, cellule di GBM8 sono 
state incubate in ipossia e normossia per 24 ore e, dopo l’estrazione dell’mRNA, è stato 
eseguito uno studio rt-PCR. Il livello di mRNA relativo a CD133 era superiore nei campioni 
di cellule ipossiche rispetto che a quello delle cellule incubate in normossia (Figura 4.4 A). 
L’espressione proteica di CD133 in GBM4 e GBM8 aumenta in funzione del tempo 
nell’arco di 24 ore in ipossia; l’espressione di HIF1" cresce nel tempo con un picco a 12 










La quantificazione dell’espressione di CD133 dopo 48 ore di coltura in normossia o ipossia 
è stata effettuata attraverso FACS analisi: l’espressione basale di CD133 in GBM4 risulta 
essere del 64,6% e sale al 79,7% in ipossia, mentre in GBM8 il livello in normossia risulta 
essere del 73,7% e sale al 90,4% in ipossia (Figura 4.5). 
Figura 4.4 
A) RT-PCR suggestiva per l’overespressione dell’mRNA relativo a CD133 dopo 24 ore di coltura delle cellule in 
ipossia rispetto al controllo in normossia. Controllo effettuato con GAPDH. B) Western blot indicativo per 
l’overespressione, in funzione del tempo, delle proteine CD133 ed HIF1" in ipossia. Controllo effettuato con 









4.2 EFFETTO DELL’IPOSSIA SULL’AZIONE DI G47! NELLE GSCs 
 
 
4.2.1 Replicazione di G47! nelle GSCs 
 
Dati di letteratura dimostrano come in cellule di adenocarcinoma della mammella e nella 
linea cellulare di glioblastoma umano U87MG la replicazione di virus oncolitici aumenti in 
condizioni di ipossia.39, 60 
L’analisi della replicazione virale attraverso la quantificazione del titolo virale a 12, 24 e 48 
ore dopo l’infezione in cellule infettate e incubate in ipossia e in normossia ha dimostrato 
che nelle GSCs non si verifica un aumento del virus yield in ipossia e che la replicazione 
può considerarsi equa; nel caso di GBM4 i livelli di unità formanti placche per millilitro 
(pfu/ml) in ipossia risultano statisticamente inferiori rispetto a quelli determinati in 
normossia (ratio valori normossia/ipossia di 2,1 a 12 ore, 1,94 a 24 ore e 1,89 a 24 ore con 
P< 0,05 in tutti e 3 gli intervalli di tempo), ma da un punto di vista strettamente virologico, 





La popolazione CD133 positiva aumenta dopo incubazione di GBM4 e GBM8 in normossia (colonna di 
sinistra) ed ipossia (colonna di destra) (Sgubin et al., Stem Cells Translational Medicine, 2012. Reprinted by 












Allo scopo di verificare se la leggera differenza di replicazione del virus in ipossia venga 
ridotta da diverse condizioni di infezione, delle cellule sono state infettate e incubate in 
normossia per un’ora, seguita dall’incubazione in ipossia per 12, 24 e 48 ore, oppure sono 
state sottoposte ad una pre-incubazione in ipossia di 24 ore e poi infettate e nuovamente 
incubate in ipossia. Non si è verificata alcuna variazione del virus yield in queste aggiuntive 








4.2.2 Luciferasi e titolo virale 
 
I livelli di replicazione di G47! sono stati descritti nella sezione precedente, tuttavia si è 
utilizzato un metodo inedito per la valutazione del virus yield. 
É stato usato G47!Us11fluc, che esprime il gene della luciferasi guidato dal promoter di 
Us11 ed espressa in fase late del ciclo di replicazione virale.58 
Figura 4.6 
G47! replica in GBM4 (grafico a sinistra), GBM6 (grafico centrale) e in GBM8 (grafico a destra) in 
normossia (barre bianche) e ipossia (barre nere). Le barre dell’errore rappresentano la deviazione standard. *: 





Replicazione di G47! in cellule di GBM in due condizioni: A) incubazione delle cellule di GBM4 in 
normossia per un’ora dopo l’infezione con G47! (grafico a sinistra) e la successiva incubazione in normossia 
(barre bianche) o ipossia (barre nere); B) pre-incubazione in ipossia prima dell’infezione e successiva 
incubazione in normossia (barre bianche) o ipossia (barre nere). Le barre dell’errore rappresentano la 
deviazione standard. **: p<0.01 (Sgubin et al., Stem Cells Translational Medicine, 2012. Reprinted by 




Il rapporto tra i valori di luciferasi calcolati dalle cellule incubate in normossia su quelle 
incubate in normossia risultano essere in GBM4 del 1,7 a 24 ore e del 1,9 a 48 ore, con P< 
0,05 in tutti e due gli intervalli di tempo; in GBM8 tali valori erano del 1,27 a 24 ore e del 
1,13 a 48 ore, senza differenza significativa. Tali risultati rispecchiano l’andamento della 








4.2.3 Il killing di G47! nelle GSCs 
 
La capacità del virus di uccidere GSCs in ipossia e normossia è stata testata attraverso la 
conta delle cellule vive a 3 e 6 giorni dopo l’infezione con G47! ad MOI di 0,2 in piastre 
infettate e non, incubate al 21 o all’1% di ossigeno. 
GBM4 presenta a 3 giorni una quantità di cellule affette di circa il 30% ad entrambe le 
percentuali di ossigeno, mentre 6 giorni si verifica una leggera maggioranza di cellule non 
affette in normossia (P< 0,05): questo dato potrebbe rispecchiare la lieve riduzione della 
replicazione di G47! in GBM4 in ipossia (vedi Figura 4.6 e 4.8). In GBM8 la percentuale 
di cellule affette in normossia è pari a circa l’80%, in ipossia al 75%, mentre a 6 giorni non 
si verifica alcuna differenza, con una percentuale di cellule affette in entrambe le condizioni 
del 95%. I valori ottenuti per le cellule infettate sono stati normalizzati a quelli del 
corrispondente controllo mock (Figura 4.9). 
 
Grafico 4.8 
La determinazione dei livelli di luciferasi a 24 e 48 ore dopo l’infezione on G47!Us11fluc ad un MOI di 1 in 
normossia (barre bianche) e in ipossia (barre nere). Le barre dell’errore rappresentano la deviazione standard. *: 









4.2.4 G47! e down-regulation di CD133 
 
Per verificare se l’infezione con G47! possa avere un effetto sull’espressione di CD133, 
dopo dissociazione GBM4 e GBM8 sono state coltivate in ipossia per 48 ore, infettate con 
G47!BAC (MOI 0.2) o mock ed analizzate a 72 ore dopo l’infezione con analisi FACS per 
quantificare il numero di cellule GFP+ (infettate), CD133+ (componente staminale) e 
7AAD+ (cellule morte). L’infezione con G47!BAC induce una positività a GFP nel 64% in 
GBM4 e nel 59% in GBM8 e riduce la frazione di cellule CD133+ dall’83% al 44% in 
GBM4 e dal 77% al 25% in GBM8 (considerando sia le cellule vive, che quelle morte). 
L’infezione induce anche un aumento delle cellule 7AAD+ (39% in GBM4 rispetto al 5% 
del controllo mock e 72% in GBM8 rispetto al 15% del controllo mock). Ciò conferma la 
diversa sensibilità al virus delle due linee primarie di GBM. La percentuale di cellule 
CD133+/7AAD- (cellule vive CD133+) nei campioni infettati risulta ridotta al 28% in 






La frazione affetta (Fa) delle cellule di GBM4 e GBM8 calcolata in ipossia (barre nere) risulta pressochè 
sovrapponibile a quella calcolata in normossia (barre bianche) a 3 e 6 giorni dopo l’infezione con G47! ad un MOI 
di 0,2. Le barre dell’errore rappresentano la deviazione standard. *: p<0.05; **: p<0.01 (Sgubin et al., Stem Cells 




L’infezione con G47! contrasta l’arricchimento di cellule CD133+ indotto dall’ipossia in GBM4 e GBM8. Dopo 48 ore 
di coltura in ipossia le cellule sono state infettate con mock (linea superiore) o con G47!BAC - MOI 0,2 – (linea 
inferiore) (Sgubin et al., Stem Cells Translational Medicine, 2012. Reprinted by permission from AlphaMed Press). 
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L’espressione proteica di CD133 è stata valutata anche attraverso western blot; cellule di 
GBM4 e GBM8 sono state dissociate, incubate in normossia o ipossia per 24 ore, infettate 
con G47! ad un MOI di 1,5 e poi incubate nuovamente allo stesso livello di ossigeno per 
altre 24 ore. I risultati dimostrano come l’infezione con G47! inverta l’overespressione di 






4.2.5 G47! e self-renewal 
 
L’analisi della capacità di GBM4 e GBM8 di formare sfere in condizione di infezione con 
mock o G47! ad un MOI di 0,2 (in ipossia e normossia), ha dimostrato che l’infezione 
virale è in grado di ridurre il self-renewal delle GSCs analizzate (12 giorni di coltura per 
GBM4 e 16 giorni di coltura per GBM8 come precedentemente descritto). 
L’infezione comporta una riduzione della formazione di sfere in normossia e ipossia 
rispetto alla condizione mock di controllo; in GBM4 tale riduzione risulta essere del 28% in 
normossia e del 33% in ipossia; in GBM8 la riduzione è del 50% in normossia e del 47% in 
ipossia. Tutti i valori derivanti dalle diverse condizioni sono stati normalizzati alla 






L’infezione di GBM4 e GBM8 con G47! (MOI 0,2) (barre nere) riduce il self-renewal in maniera equa in 
normossia e ipossia rispetto al controllo mock (barre bianche). Le barre dell’errore rappresentano la deviazione 
standard. **: p<0.01. Abbreviazioni: H: ipossia; N: normossia; !: riduzione (Sgubin et al., Stem Cells 
Translational Medicine, 2012. Reprinted by permission from AlphaMed Press). 
 
Figura 4.11 
Espressione della proteina CD133 in cellule coltivate in normossia e senza infezione (N-), in ipossia senza 
infezione (H-), in normossia con infezione (N+) e in ipossia con infezione  (H+). Il virus usato è G47! ad un MOI 
di 1,5 con incubazione di 24 ore dopo l’infezione. La presenza della banda relativa ad ICP4 identifica la presenza 
del virus nei campioni infetti. Controllo del loading tramite Vinculina (Sgubin et al., Stem Cells Translational 




4.2.6 G47!Us11fluc infetta aree ipossiche in vivo 
 
Una volta verficata la capacità di G47!Us11fluc di infettare e uccidere le GSCs in vitro, si è 
proceduto a validare la sua efficacia in vivo. 
Si sono praticati xenotrapianti ortotopici di GBM4 in topi SCID con impianto intracerebrale 
nello striato di destra. Quaranta giorni dopo l’impianto delle cellule si è somministrato 
G47!Us11fluc (2*106 pfu in 300 µl), oppure PBS (300 µl) per controllo, in sede 
intratumorale usando le stesse coordinate stereotassiche usate per l’impianto delle cellule. 
24 ore dopo la somministrazione del virus gli animali venivano trattati con iniezione 
intraperitoneale di HP, un marcatore di ipossia in vivo. Un’ora dopo la somministrazione di 
HP veniva effetuato il sacrificio degli animali e la dissezione dei cervelli. La colorazione 
con Ematossilina ed Eosina delle sezioni fissate in PFA ha dimostrato la presenza della 
lesione emisferica destra, mentre la colorazione delle sezioni fissate con X-Gal ha permesso 






L’immunofluorescenza per luciferasi ha dimostrato una positività significativa nei tumori 
iniettati con il virus, mentre si è confermata l’assenza di segnale negli animali trattati con 
PBS (Figura 4.14 A). Non è stata identificata alcuna differenza significativa nella 
proporzione di cellule HP+ nei controlli (trattati con PBS) rispetto ai casi trattati con 
G47!Us11fluc (Figura 4.14 B). La doppia marcatura per HP e Luciferasi ha dimostrato la 
presenza di cellule tumorali positive per entrambi i marcatori (Figura 4.14 C). La 
percentuale di cellule Luciferasi+ ed HP- (aree non ipossiche) rispetto alla percentuale di 
cellule Luciferasi+ ed HP+ (aree ipossiche) non presentava differenze significative (Figura 
4.15 D). Come già accennato, l’espressione di luciferasi in G47!Us11fluc è guidata dal 
Figura 4.13 
Sezioni di cervelli murini. A sinistra colorazione con Ematossilina-Eosina che identifica l’area tumorale 
emisferica destra su sezione effettuata a 40 giorni dall’impianto di GBM4 (viola). A destra colorazione X-Gal 
che identifica l’area tumorale infettata con G47!Us11fluc (blu) il quarantesimo giorno dopo l’impianto del 
tumore; il sacrificio è stato effettuato 24 ore dopo l’iniezione del virus (Sgubin et al., Stem Cells Translational 
Medicine, 2012. Reprinted by permission from AlphaMed Press). 
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promotore di Us11, gene della fase late del ciclo di replicazione virale; per questa ragione, 
si può indirettamente dimostrare l’avvenuta replicazione virale nelle aree ipossiche dei 



















A) Visualizzazione in vivo di cellule residenti in aree ipossiche (HP, fluorescenza rossa) dello xenotrapianto di 
GBM4 in topi NOD-SCID ad ingrandimento 10x (barre = 100µm). Le cellule con fluorescenza verde sono positive 
per la luciferasi di G47!Us11fluc; il controllo nucleare è stato effettuato con lo staining per DAPI (fluorescenza blu). 
B) Percentuale di cellule ipossiche nei tumori trattati con PBS (barre bianche) o con G47!Us11fluc (barre nere). C) 
Immagini di comarcatura per HP (rosso) e luciferasi (verde) le frecce indicano cellule con doppia marcatura (10x 
pannello di sinistra, 20x pannello di destra, barre 100 µm). D) Percentuali delle cellule luciferasi+ nelle aree ipossiche 
(barre nere) o non ipossiche (barre bianche) dei tumori. Le barre degi errori rappresentano la deviazione standard. 
Abbreviazioni: CTRL: controllo controlaterale; n.s.: non significativo (Sgubin et al., Stem Cells Translational 









Il GBM è il più comume tumore cerebrale primitivo e la prognosi rimane infausta 
nonostante le migliori terapie ad oggi sviluppate.5 
Una della caratteristiche distintive del GBM è la presenza di aree ipossiche e necrotiche, 
come conseguenza della aberrante neoangiogenesi associata alla rapida proliferazione 
cellulare che supera l’apporto vascolare.21 
Nell’ultimo decennio molti lavori hanno dimostrato la presenza di cellule con caratteristiche 
di staminalità nel contesto della massa tumorale.14, 18, 19 Le GSCs costituiscono una piccola 
percentuale delle cellule tumorali, sono chemio- e radioresistenti, a lenta replicazione e 
potrebbero assicurare il mantenimento della lesione stessa anche dopo trattamenti 
combinati.61 Al pari delle fisiologiche NSCs, le GSCs possiedono la capacità di self-
renewal, esprimono marker come Nestina e CD133, possono differenziarsi in cellule di 
molteplici linee appartenenti al sistema nervoso; in modo diverso dalle NSCs, sono anche in 
grado di formare tumori istologicamente identici a quello di partenza, quando iniettate in 
vivo in modelli animali immunocompromessi.38 
La resistenza delle GSCs alle chemio e radioterapia è stata spiegata verificando che tali 
popolazioni cellulari possiedono meccanismi di riparazione del DNA molto più efficaci 
rispetto a quelli delle altre cellule formanti la massa tumorale ed esprimano inoltre elevati 
livelli di trasportatori che, con meccanismo attivo, pompano al di fuori della cellula i 
farmaci chemioterapici.4 
Così come descritto nella fisiologia delle cellule staminali adulte, anche nelle GSCs il ruolo 
dell’ipossia risulta centrale.30, 62 Le nicchie ipossiche in cui risiedono normalmente le NSCs 
rappresentano un microambiente che favorisce il mantenimento delle caratteristiche di 
staminalità, quali lo stato indifferenziato e la capacità di self-renewal; le stesse osservazioni 
possono essere applicate alle GSCs che risiedono in ambienti ipossici rimanendo pertanto 
indifferenziate, sono libere di self-renewal e che sono lontane dalla diffusione per via 
ematica dei farmaci chemioterapici.21 L’ipossia e la necrosi sono due caratteristiche 
istologiche tipiche del GBM e offrono alle GSCs vantaggi in termini di resistenza alla 
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terapia; per questa ragione diventa necessario conoscere e sviluppare tecniche terapeutiche 
alternative che siano in grado di aggredire selettivamente le cellule tumorali, anche nella 
loro componente cosiddetta staminale.39 
I virus oncolitici sono vettori naturali o ingegnerizzati che, dopo l’infezione, sono in grado 
di replicarsi selettivamente nelle cellule tumorali, portandole poi alla morte per lisi, 
risparmiando le cellule normali circostanti.43 L’Herpes Simplex Virus di tipo 1 è uno dei 
vettori più studiati ed è considerato un agente promettente nel trattamento dei gliomi 
cerebrali e di altri tipi di cancro.43, 50 Partendo dal ceppo wild type F, venne creato un 
mutante deleto per entrambe le copie di #34.5 e con un’inserzione inattivante in IPC6 
creando così il vettore G207.47 Il passo successivo fu la creazione di un nuovo vettore 
ingegnerizzato che, partendo da G207, portava anche la delezione di !47 ed del promoter di 
Us11 (ponendo quindi Us11 sotto il controllo del promoter di !47) formando il vettore 
G47!, che è stato usato in questo progetto.48 
 
Partendo dal presupposto che nel GBM fosse stata dimostrata la presenza di cellule con 
caratteristiche di staminalità, sono state precedentemente stabilite delle linee primare di 
glioblastoma ed è stata verificata la loro corrispondenza alle caratteristiche necessarie per 
poterle definire Glioma Stem-like Cells. Nel lavoro pubblicato da Wakimoto et al. nel 2009 
era stata infatti verificata l’efficacia di G47! nelle linee primarie in vitro e in xenotrapianti 
delle GSCs in vivo.50 
Verificata la capacità del virus di infettare e uccidere le GSCs in vivo e in vitro, lo scopo di 
questo progetto è stato di testare l’efficacia del virus in una condizione comune del GBM, 
capace di arricchire la componente staminale tumorale e di aumentare la resistenza alle 
terapie: l’ipossia. 
 
Come già accennato, diversi lavori pubblicati in letteratura hanno dimostrato come l’ipossia 
arricchisca le GSCs nel loro potenziale di self-renewal, nonchè del loro stato indifferenziato 
rendendole più resistenti alle terapie comuni e garantendo quindi un continuo rifornimento 
di cellule tumorali a rapida proliferazione.21 Per tali ragioni era necessario verificare che le 
linee primarie stabilite rispondessero come atteso all’ipossia. I risultati ottenuti sono in linea 
con quelli pubblicati in letteratura e dimostrano come GBM4, GBM6 e GBM8 aumentino 
significativamente il loro self-renewal quando vengono coltivate in ipossia rispetto al 
controllo in normossia. Il limiting dilution assay eseguito per testare la capacità di self-
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renewal ha infatti dimostrato come l’arricchimento nella componente staminale delle GSCs 
sia stato costante a tutte le densità di cellule analizzate e in tutte e tre le linee primarie 
testate. Oltre che in un aumento della percentuale di cellule formanti sfere, l’ipossia 
induceva un aumento della dimensione delle sfere stesse, che si potrebbe tradurre in un 
aumento della componente cellulare rapidamente proliferante. Dai risultati ottenuti è parso 
altresì evidente come la densità alla quale le cellule vengono piantate sia critica nel 
comportamento delle cellule stesse alle diverse concentrazioni di ossigeno. Se cellule 
piantate a densità clonogenica formano più sfere e di diametro maggiore quando incubate in 
ipossia, le stesse cellule piantate a densità maggiore crescono equamente in ipossia e in 
normossia, giungendo contemporaneamente a confluenza in tempi più brevi. Ciò potrebbe 
essere una conseguenza di un effetto cellulare paracrino capace di condizionare, attraverso 
il rilascio di citochine, il comportamento delle cellule circostanti. 
La molecola transmembrana di superficie CD133, ad oggi marker putativo delle cellule 
staminali e delle GSCs, viene regolato positivamente dall’ipossia.59 La coltura di GBM4 e 
GBM8 all’1% di ossigeno, rispetto alla coltura al 21%, induce ad un aumento dei livelli di 
mRNA per CD133 e ad un aumento dell’espressione della proteina, dato verificato sia con 
western blot che con analisi FACS. Sebbene CD133 sia un marker controverso per 
l’identificazione delle GSCs, è stata tuttavia descritta una significativa relazione tra la sua 
espressione e un peggior outcome dei pazienti affetti da GBM; CD133 potrebbe non essere 
un marker di staminalità, ma può rispondere positivamente a quelle condizioni che, in vitro, 
incrementano le GSCs.17 
Alla luce di questi risultati, si può concludere che le linee primarie di GBM che sono state 
usate in questo lavoro risponono all’ipossia riproducendo i risultati già pubblicati in 
letteratura.37, 62 
Verificato che le GSCs rispondono all’ipossia aumentando la loro componente staminale, lo 
scopo del progetto era di testare l’efficacia di G47! in queste condizioni di arricchimento. I 
risultati ottenuti dimostrano che il virus è in grado di infettare le GSCs e di avere su di loro 
azione litica sia quando le cellule venivano coltivate in ipossia sia a concentrazioni di 
ossigeno del 21%. Le frazioni affette di cellule coltivate in ipossia o in normossia sono 
risultate sovrapponibili, dimostrando che il virus riesce a mantenere la sua capacità di 
killing anche in condizioni di arricchimento del compartimento staminale. Per la prima 
volta è stato descritto e utilizzato un nuovo mutante derivante da G47!, ovvero 
G47!Us11fluc, che esprime il gene della luciferasi come proteina della fase late del ciclo 
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replicativo perchè guidata dal promoter di Us11. In questo studio si è dimostrata la 
completa equivalenza tra il tradizionale metodo di valutazione del virus yield attraverso il 
plaque assay e il metodo basato sulla determinazione dell’emissione di luciferasi. L’utilizzo 
di G47!Us11fluc per la valutazione del titer virale rappresenta un metodo rapido, efficiente 
ed affidabile che può sostituire, o affiancare, il più complesso conto delle placche. Con 
metodi di imaging a bioluminescenza (BLI) il virus può permettere la visualizzazione in 
tempo reale della replicazione virale in vivo in animali da esperimento. 
La replicazione di G47! nelle cellule incubate in ipossia può ossere considerata equa 
rispetto a quella delle cellule incubate in normossia, anche se in GBM4 si è verificata una 
leggera minore replicazione a bassi livelli di ossigeno rispetto alla controparte incubata in 
normossia; una spiegazione potrebbe essere data dall’espressione di P-eIF2" in GBM4 
ipossiche in maniera crescente nel tempo, che limiterebbe la capacità del virus di replicare 
(dati preliminari, non presentati). Per verificare se i bassi livelli di ossigeno potessero in 
qualche modo limitare l’infettività del virus, in termini di ingresso nelle cellule nella prima 
ora di infezione,  sono stati condotti esperimenti aggiuntivi. Dopo l’infezione le cellule sono 
state incubate per un’ora in normossia, prima di essere sottoposte a bassi livelli di ossigeno, 
oppure sono state pre-incubate in ipossia e poi infettate. Nessuna delle due condizioni 
migliorava il livello di replicazione del virus, portando a concludere che l’ipossia non 
cambia la capacità del virus di entrare nelle cellule e che la lieve minor replicazione in 
GBM4 sia da attribuire ad altre cause, come per esempio una minor espressione in questa 
linea primaria della proteina cellulare GADD34 omologa, anche funzionale, della proteina 
virale deleta $34.5.39 
Nel limiting dilutions assay eseguito con e senza G47!, l’effetto dell’infezione sul self-
renewal appare evidente: l’abilità di formare sfere nelle cellule infettate è ridotta sia in 
ipossia che in normossia, rispetto al controllo mock. Questo significa che il virus è in grado 
di uccidere le GSCs in normossia e in ipossia sebbene a bassi livelli di ossigeno si verifichi 
un arricchimento del compartimento con caratteristiche di staminalità. 
Si è più volte ripreso il concetto di over-espressione di CD133 in ipossia. Gli esperimenti 
condotti hanno permesso di dimostrare che i livelli di CD133 in GBM4 e GBM8 aumentano 
in funzione del tempo all’1% di ossigeno, ma quando le cellule vengono sottoposte a 
infezione con G47! o G47!BAC, esse riducono significativamente l’espressione di CD133. 
Quale possa essere il meccanismo per cui il virus induca una down-regulation di CD133 
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non è noto e rappresenta certamente un interessante spunto per nuove ricerche sia sulla via 
molecolare coinvolta, sia sulla effettiva funzione della proteina CD133. 
 
I dati ottenuti dagli esperimenti in vivo hanno permesso di colocalizzare aree di ipossia ad 
aree in cui si era verificata l’infezione. Come precedentemente descritto in letteratura per 
altre lesioni non derivanti da linee primarie di GBM, è stato possibile marcare in vivo aree 
ipossiche della lesione cerebrale.39 La co-marcatura Hypoxyprobe&-luciferasi indica che 
G47!Us11fluc è in grado di infettare in vivo le cellule tumorali in aree ipossiche; la 
positività a luciferasi, presente sia nelle aree ipossiche che in quelle normossiche dei tumori, 
è inoltre un segnale indiretto di avvenuta replicazione poichè questo gene viene espresso in 
fase late del ciclo virale. 
 
I dati preliminari fin qui ottenuti suggeriscono che G47! è efficace in vitro nell’effetto 
litico di linee primarie di GBM coltivate come neurosfere ed arricchite nella loro 
componente staminale attraverso l’ipossia; l’infettività di G47!Us11fluc e la sua capacità 
replicativa in ipossia e normossia sono state dimostrate anche in vivo in tumori 
intracerebrali ottenuti in topi NOD-SCID impiantati con GSCs per via stereotassica. Questi 
risultati sono incoraggianti vista la frequente presenza di aree ipossiche nel GBM, ritenute 
aree di nicchia per le GSCs e probabili fonti di cellule chemio- e radioresistenti verosimili 
responsabili della recidiva di malattia. 
In futuro potrebbe rendersi interessante sperimentare metodi di amplificazione della 
replicazione virale in ipossia nel rispetto della sicurezza nei confronti del tessuto sano, 
magari attraverso lo studio dell’espressione fisiologica di GADD34 (omologo umano della 
proteina virale #34.5) nelle cellule di GBM o attraverso una sua indotta over-espressione. 


















 Questo lavoro è stato realizzato presso il Brain Tumor Research Center, 
Massachusetts General Hospital, Harvard University (Boston, MA), con la supervisione del 
Prof. Robert L. Martuza ed ha portato alla pubblicazione dell’articolo scientifico: 
“Oncolytic herpes simplex virus counteracts the hypoxia-induced modulation of 
glioblastoma stem-like cells. Stem Cell Translational Medicine 2012;1(4):322-332”. 
Gli esperimenti sono stati pianificati con il prezioso aiuto del Dr. Hiroaki Wakimoto, del 
Dr. Ryuichi Kanai, del Prof. Samuel Rabkin e del Prof. Robert L. Martuza. 
 Desidero ringraziare il Prof. Giampiero Leanza, mio supervisore presso l’Università 
degli Studi di Trieste, ed il Prof. Piero Paolo Battaglini per la fiducia e il costante supporto 
che si rinnovano immutati fin dai tempi della tesi di laurea. 
 
























1. Louis DN OH, Wiestler OD, Cavenee WK. WHO Classification of Tumours of the 
Central Nervous System. WHO Classification of Tumours of the Central Nervous System. 
IARC Press 2007:33-49. 
2. Greenberg M. Handbook of Neurosurgery. 6th ed. New York: Thieme Medical 
Publishers; 2006. 
3. Yan H, Pearsons DW, Jin G, et al. IDH1 and IDH2 Mutations in Gliomas. New 
England Journal of Medicine 2009;360(8):765-73. 
4. Van Meir EG, Hadjipanayis CG, Norden AD, Shu HK, Wen PY, Olson JJ. Exciting 
new advances in neuro-oncology: the avenue to a cure for malignant glioma. CA Cancer J 
Clin 2010;60(3):166-93. 
5. Stupp R, Hegi ME, Mason WP, et al. Effects of radiotherapy with concomitant and 
adjuvant temozolomide versus radiotherapy alone on survival in glioblastoma in a 
randomised phase III study: 5-year analysis of the EORTC-NCIC trial. Lancet Oncol 
2009;10:459-566. 
6. Molenaar RJ, Verbaan D, Lamba S, et al. The combination of IDH1 mutations and 
MGMT methylation status predicts survival in glioblastoma better than either IDH1 or 
MGMT alone. Neuro Oncol 2014. 
7. Turcan S, Rohle D, Goenka A, et al. IDH1 mutation is sufficient to establish the 
glioma hypermethylator phenotype. Nature 2012;483(7390):479-83. 
8. Hanahan, Weinberg R. The hallmarks of cancer. Cell 2000(100):57-70. 
9. Sanai N, Alvarez-Buylla A, Berger MS. Neural stem cells and the origin of gliomas. 
N Engl J Med 2005;353(8):811-22. 
10. Sgubin D, Aztiria E, Perin A, Longatti P, Leanza G. Activation of endogenous 
neural stem cells in the adult human brain following subarachnoid hemorrhage. J Neurosci 
Res 2007;85(8):1647-55. 
 39 
11. Piccirillo SG, Binda E, Fiocco R, Vescovi AL, Shah K. Brain cancer stem cells. J 
Mol Med 2009;87(11):1087-95. 
12. Kelly JJ, Stechishin O, Chojnacki A, et al. Proliferation of human glioblastoma stem 
cells occurs independently of exogenous mitogens. Stem Cells 2009;27(8):1722-33. 
13. Wakimoto H, Mohapatra G, Kanai R, et al. Maintenance of primary tumor 
phenotype and genotype in glioblastoma stem cells. Neuro Oncol 2012;14(2):132-4. 
14. Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, et al. Identification of a cancer stem cell in human 
brain tumors. Cancer Res 2003;63(18):5821-8. 
15. Dey M, Ulasov IV, Tyler MA, Sonabend AM, Lesniak MS. Cancer Stem Cells: The 
Final Frontier for Glioma Virotherapy. Stem Cell Rev 2010;7(1):119-29. 
16. Bao S, Wu Q, McLendon RE, et al. Glioma stem cells promote radioresistance by 
preferential activation of the DNA damage response. Nature 2006;444(7120):756-60. 
17. Zeppernick F, Ahmadi R, Campos B, et al. Stem cell marker CD133 affects clinical 
outcome in glioma patients. Clin Cancer Res 2008 14(1):123-9. 
18. Galli R, Binda E, Orfanelli U, et al. Isolation and characterization of tumorigenic, 
stem-like neural precursors from human glioblastoma. Cancer Res 2004;64(19):7011-21. 
19. Singh SK, Hawkins C, Clarke ID, et al. Identification of human brain tumour 
initiating cells. Nature 2004;432(7015):396-401. 
20. Beier D, Hau P, Proescholdt M, et al. CD133(+) and CD133(-) glioblastoma-derived 
cancer stem cells show differential growth characteristics and molecular profiles. Cancer 
Res 2007;67(9):4010-5. 
21. Mohyeldin A, Garzon-Muvdi T, Quinones-Hinojosa A. Oxygen in stem cell 
biology: a critical component of the stem cell niche. Cell Stem Cell 2010;7(2):150-61. 
22. Scadden DT. The stem-cell niche as an entity of action. Nature 
2006;441(7097):1075-9. 
23. Sanai N, Tramontin AD, Quinones-Hinojosa A, et al. Unique astrocyte ribbon in 
adult human brain contains neural stem cells but lacks chain migration. Nature 
2004;427(6976):740-4. 
24. Doetsch F, Caille I, Lim DA, Garcia-Verdugo JM, Alvarez-Buylla A. Subventricular 
zone astrocytes are neural stem cells in the adult mammalian brain. Cell 1999;97(6):703-16. 
25. Jackson EL, Alvarez-Buylla A. Characterization of adult neural stem cells and their 
relation to brain tumors. Cells Tissues Organs 2008;188(1-2):212-24. 
 40 
26. Panchision DM. The role of oxygen in regulating neural stem cells in development 
and disease. J Cell Physiol 2009;220(3):562-8. 
27. Maltepe E, Krampitz GW, Okazaki KM, et al. Hypoxia-inducible factor-dependent 
histone deacetylase activity determines stem cell fate in the placenta. Development 
2005;132(15):3393-403. 
28. Casaccia-Bonnefil P. Cell death in the oligodendrocyte lineage: a molecular 
perspective of life/death decisions in development and disease. Glia 2000;29(2):124-35. 
29. Charles N, Holland EC. The perivascular niche microenvironment in brain tumor 
progression. Cell Cycle;9(15):3012-21. 
30. Pistollato F, Chen HL, Schwartz PH, Basso G, Panchision DM. Oxygen tension 
controls the expansion of human CNS precursors and the generation of astrocytes and 
oligodendrocytes. Mol Cell Neurosci 2007;35(3):424-35. 
31. Li L, Xie T. Stem cell niche: structure and function. Annu Rev Cell Dev Biol 
2005;21:605-31. 
32. Keith B, Simon MC. Hypoxia-inducible factors, stem cells, and cancer. Cell 
2007;129(3):465-72. 
33. Ezashi T, Das P, Roberts RM. Low O2 tensions and the prevention of differentiation 
of hES cells. Proc Natl Acad Sci U S A 2005;102(13):4783-8. 
34. Weidemann A, Johnson RS. Biology of HIF-1alpha. Cell Death Differ 
2008;15(4):621-7. 
35. Li Z, Bao S, Wu Q, et al. Hypoxia-inducible factors regulate tumorigenic capacity of 
glioma stem cells. Cancer Cell 2009;15(6):501-13. 
36. Seidel S, Garvalov BK, Wirta V, et al. A hypoxic niche regulates glioblastoma stem 
cells through hypoxia inducible factor 2 alpha. Brain 2010;133(Pt 4):983-95. 
37. Soeda A, Park M, Lee D, et al. Hypoxia promotes expansion of the CD133-positive 
glioma stem cells through activation of HIF-1alpha. Oncogene 2009;28(45):3949-59. 
38. Dey M, Ulasov IV, Tyler MA, Sonabend AM, Lesniak MS. Cancer Stem Cells: The 
Final Frontier for Glioma Virotherapy. Stem Cell Rev 2011;7(1):119-29. 
39. Aghi MK, Liu TC, Rabkin S, Martuza RL. Hypoxia enhances the replication of 
oncolytic herpes simplex virus. Mol Ther 2009;17(1):51-6. 
40. Primeau AJ, Rendon A, Hedley D, Lilge L, Tannock IF. The distribution of the 
anticancer drug Doxorubicin in relation to blood vessels in solid tumors. Clin Cancer Res 
2005;11(24 Pt 1):8782-8. 
 41 
41. Sasabe E, Zhou X, Li D, Oku N, Yamamoto T, Osaki T. The involvement of 
hypoxia-inducible factor-1alpha in the susceptibility to gamma-rays and chemotherapeutic 
drugs of oral squamous cell carcinoma cells. Int J Cancer 2007;120(2):268-77. 
42. Sermeus A, Cosse JP, Crespin M, et al. Hypoxia induces protection against 
etoposide-induced apoptosis: molecular profiling of changes in gene expression and 
transcription factor activity. Mol Cancer 2008;7:27. 
43. Aghi M, Martuza RL. Oncolytic viral therapies - the clinical experience. Oncogene 
2005;24(52):7802-16. 
44. Martuza RL, Malick A, Markert JM, Ruffner KL, Coen DM. Experimental therapy 
of human glioma by means of a genetically engineered virus mutant. Science 
1991;252(5007):854-6. 
45. Knipe D, Howley P. Fields Virology. 5th ed. Philadelphia: Wolters Kluwer health - 
lippincott Williams & Wilkins; 2007. 
46. Kirn D, Martuza RL, Zwiebel J. Replication-selective virotherapy for cancer: 
Biological principles, risk management and future directions. Nat Med 2001;7(7):781-7. 
47. Mineta T, Rabkin SD, Yazaki T, Hunter WD, Martuza RL. Attenuated multi-
mutated herpes simplex virus-1 for the treatment of malignant gliomas. Nat Med 
1995;1(9):938-43. 
48. Todo T, Martuza RL, Rabkin SD, Johnson PA. Oncolytic herpes simplex virus 
vector with enhanced MHC class I presentation and tumor cell killing. Proc Natl Acad Sci 
U S A 2001;98(11):6396-401. 
49. Markert JM, Medlock MD, Rabkin SD, et al. Conditionally replicating herpes 
simplex virus mutant, G207 for the treatment of malignant glioma: results of a phase I trial. 
Gene Ther 2000;7(10):867-74. 
50. Wakimoto H, Kesari S, Farrell CJ, et al. Human glioblastoma-derived cancer stem 
cells: establishment of invasive glioma models and treatment with oncolytic herpes simplex 
virus vectors. Cancer Res 2009;69(8):3472-81. 
51. Fukuhara H, Ino Y, Kuroda T, Martuza RL, Todo T. Triple gene-deleted oncolytic 
herpes simplex virus vector double-armed with interleukin 18 and soluble B7-1 constructed 
by bacterial artificial chromosome-mediated system. Cancer Res 2005;65(23):10663-8. 
52. Sgubin D, Wakimoto H, Kanai R, Rabkin SD, Martuza RL. Oncolytic herpes 
simplex virus counteracts the hypoxia-induced modulation of glioblastoma stem-like cells. 
Stem Cells Transl Med 2012;1(4):322-32. 
 42 
53. Mulvey M, Poppers J, Sternberg D, Mohr I. Regulation of eIF2alpha 
phosphorylation by different functions that act during discrete phases in the herpes simplex 
virus type 1 life cycle. J Virol 2003;77(20):10917-28. 
54. Cheng G, Feng Z, He B. Herpes simplex virus 1 infection activates the endoplasmic 
reticulum resident kinase PERK and mediates eIF-2alpha dephosphorylation by the 
gamma(1)34.5 protein. J Virol 2005;79(3):1379-88. 
55. Harding HP, Zhang Y, Ron D. Protein translation and folding are coupled by an 
endoplasmic-reticulum-resident kinase. Nature 1999;397(6716):271-4. 
56. Mulvey M, Arias C, Mohr I. Maintenance of endoplasmic reticulum (ER) 
homeostasis in herpes simplex virus type 1-infected cells through the association of a viral 
glycoprotein with PERK, a cellular ER stress sensor. J Virol 2007;81(7):3377-90. 
57. Koumenis C, Naczki C, Koritzinsky M, et al. Regulation of protein synthesis by 
hypoxia via activation of the endoplasmic reticulum kinase PERK and phosphorylation of 
the translation initiation factor eIF2alpha. Mol Cell Biol 2002;22(21):7405-16. 
58. Sgubin D, Wakimoto H, Kanai R, Rabkin S, Martuza RL. Oncolytic herpes simplex 
virus counteracts the hypoxia-induced modulation of glioblastoma stem-like cells. Stem 
Cell Translational Medicine 2012;in press. 
59. Bar EE, Lin A, Mahairaki V, Matsui W, Eberhart CG. Hypoxia increases the 
expression of stem-cell markers and promotes clonogenicity in glioblastoma neurospheres. 
Am J Pathol 2010;177(3):1491-502. 
60. Pin R, Reinblatt M, Fong Y. Employing tumor hypoxia to enhance oncolytic viral 
therapy in breast cancer. Surgery 2004(136):199-204. 
61. Chen R, Nishimura MC, Bumbaca SM, et al. A hierarchy of self-renewing tumor-
initiating cell types in glioblastoma. Cancer Cell 2010;17(4):362-75. 
62. Heddleston JM, Li Z, McLendon RE, Hjelmeland AB, Rich JN. The hypoxic 
microenvironment maintains glioblastoma stem cells and promotes reprogramming towards 
a cancer stem cell phenotype. Cell Cycle 2009;8(20):3274-84. 
63. Ino Y. A clinical study of a replication-competent, recombinant herpes simplex virus 
type 1 (G47delta) in patients with progressive glioblastoma 
http://apps.who.int/trialsearch/trial.aspx?trialid=JPRN-UMIN000002661. WHO 
International Clinical Trials Registry 2009. 
 
 
